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 POVZETEK 
Reakcije Suzuki-Miyaura so ene izmed najpogosteje uporabljenih reakcij v organski 
kemiji, pri kateri pride do tvorbe ogljik-ogljik vezi s pomočjo kovinskega katalizatorja. 
Prednosti teh tipov reakcij so predvsem mili pogoji, neobčutljivost boronske kisline na 
vodo in zrak ter dober prenos laboratorijske metode na industrijski nivo. Optimizacija 
parametrov je tako ključni del načrtovanja reakcije, ki zagotavlja uspešnost in visok 
izkoristek posamezne sinteze.  
V sklopu magistrske naloge smo optimizirali reakcijo Suzuki-Miyaura na 2,4-
dikloropirimidinu za nadaljnjo sintezo 4-aril-6-trifluorometilpirimidinskih potencialnih 
antagonistov Tollu podobnega receptorja 8 (TLR8). V začetku procesa optimizacije 
metode smo izbrali najbolj optimalno topilo, s katerim smo kasneje izvedli serijo reakcij z 
uporabo različnih katalizatorjev. Katalizatorju, ki je izkazoval najvišji izkoristek reakcije, 
smo določili najmanjšo količino, ki še zadošča za visok izkoristek, nato pa optimizirali še 
temperaturo same reakcije. Pri končni optimizirani metodi smo uporabili 1,4-dioksan kot 
topilo, 3 mol % katalizatorja tetrakis(trifenilfosfin) paladija(0) relativno na vstopni reaktant 
2,4-dikloropirimidin pri temperaturi reakcije 90 ºC.  
Optimizirano metodo reakcije smo prenesli na 1. stopnjo sinteze potencialnih antagonistov 
TLR8, kjer se je izkazala kot učinkovita metoda za pripravo intermediata 2-kloro-4-fenil-
6-(trifluorometil)pirimidina (1), medtem ko se pri sintezi 2-kloro-4-(furan-3-il)-6-
(trifluorometil)pirimidina (2) ni izkazala kot najučinkovitejša metoda, saj je bil izkoristek 
nižji od pričakovanega. Intermediatoma 1 in 2 smo v nadaljevanju sinteze dodali 2-
tiofenilmetilamin, da smo dobili končna produkta 4-fenil-N-(tiofen-2-ilmetil)-6-
(trifluorometil)pirimidin-2-amin (3) in 4-(furan-3-il)-N-(tiofen-2-ilmetil)-6-
(trifluorometil)pirimidin-2-amin (4), ki smo ju poslali na biokemijsko vrednotenje TLR8 
antagonističnega delovanja. Preliminarni rezultati testiranj so pokazali, da spojina 3 
izkazuje antagonistično delovanje na TLR8, medtem ko je spojina 4 še v fazi testiranj. 
 
 
 
Ključne besede: Reakcija Suzuki-Miyaura, optimizacija, katalizatorji, TLR8, antagonisti 
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ABSTRACT 
Suzuki-Miyaura reactions are one of the most commonly used reactions in organic chemistry 
in which carbon-carbon bond is formed in the presence of a metal catalyst. The main 
advantages of this type of reactions are mild conditions, insensitivity of boronic acid to water 
and air as well as good transfer of the laboratory method to the industrial level. Optimization 
of parameters are a key part of reaction planning, which ensures the success and high yields 
of the selected synthesis.  
As a part of this master´s thesis, the Suzuki-Miyaura reaction on 2,4-dichloropyrimidine was 
optimized for further synthesis of 4-aryl-6-trifluoromethylpyrimidine class of potential Toll-
like receptor 8 (TLR8) antagonists.  At the beginning of the method optimization process, 
we selected the most optimal solvent, which was later used for a series of reactions using 
different catalysts. The catalyst that showed the highest reaction yield was further used for 
determination of the lowest amount which still led to high yields. Afterwards, the reaction 
temperature was optimized. For the final optimized method we used 1,4-dioxane as a 
solvent, 3 mol % of tetrakis(triphenylphosphine) palladium(0) catalyst relative to the input 
of 2,4-dichloropyrimidine and a reaction temperature of 90 ºC.  
The optimized reaction method was then transferred to the first step of the synthesis of 
potential TLR8 antagonists, where it was proved as an efficient method for the preparation 
of 2-chloro-4-phenly-6-(trifluoromethyl)pyrimidine intermediate (1), while in the synthesis 
of 2-chloro-4-(furan-3-yl)-6-(trifluoromethyl)pyrimidine (2) the method was showed to be 
less efficient since the yield was lower as expected. 2-thiophenylmethylamine was added to 
intermediates 1 and 2 to prepare the final products 4-phenyl-N-(thiophen-2-ylmethyl)-6-
(trifluoromethyl)pyrimidin-2-amine (3) and 4-(furan-3-yl)-N-(thiophen-2-ylmethyl)-6-
(trifluoromethyl)pyrimidin-2-amine (4), which were subjected to biochemical evaluation of 
TLR8 antagonist activity. The preliminary results showed that compound 3 possess some 
TLR8 antagonist activity, while compound 4 still needs to be evaluated. 
 
 
 
Key words: Suzuki-Miyaura reaction, optimization, catalysts, TLR8, antagonists  
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SEZNAM OKRAJŠAV 
 
Asp                      asparagin              
CDCl3                            devterirani kloroform 
DAMP                         s poškodbami povezani molekulski vzorci (ang. damage 
associated molecular patterns) 
DMEM 
DMF                            
Dulbekov spremenjeni nujni medij  
N,N-dimetilformamid 
DMSO                         dimetil sulfoksid 
ekv.                               množinski ekvivalent 
δ                                   kemijski premik 
EtOAc                         etilacetat 
HPLC                          tekočinska kromatografija visoke zmogljivosti (ang. high 
performance  liquid chromatography)
HRMS                         masna spektrometrija visoke ločljivosti (ang. high resolution 
mass spectrometry) 
Hz                                Hertz 
Ile                               izolevcin  
IL-8                             interlevkin-1 
J 
MTT  
NMR                           
 
sklopitvena konstanta 
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolinijev bromid 
jedrska magnetno resonančna spektroskopija (ang. nuclear 
magnetic resonance spectroscopy) 
PAMP                         
 
s patogeni povezani molekulski vzorci (ang. pathogen associated 
molecular patterns) 
VIII 
 
Phe                             fenilalanin  
ppm                           delci na milijon (ang. parts per million)  
Rf                               retencijski faktor 
SEAP  izločena oblika alkalne fosfataze  (ang. secreted embryonic 
alkaline phosphatase) 
SLE                         sistemski lupus eritematozus 
ssRNA                      eno verižna ribonukleinska kislina  
TBAI                        tetrabutilamonijev jodid 
TFA 
THF                         
trifluoroocetna kislina 
tetrahidrofuran 
THP-1                      človeška monocitna celična linija 
Thr                          treonin 
TLC                        tankoplastna kromatografija (ang. thin-layer chromatography) 
TLR                        Tollu podoben receptor (ang. Toll-like receptor)
TMS                       tetrametilsilan 
TNF                        dejavnik tumorske nekroze (ang. tumor necrosis factor) 
tR                                           retencijski čas 
Tyr                         tirozin 
Val                         valin 
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1 UVOD 
 
1.1 Zgodovina razvoja reakcij pripenjanja (ang. cross coupling reactions)   
 
Začetki reakcij pripenjanja (reakcije cross coupling) segajo v drugo polovico 20. stoletja, ki 
so omogočile nove tvorbe vezi ogljika z ostalimi organskimi atomi (C, H, N, O, S, P). V 
začetku 60-ih let so sprva raziskovali reakcije z litijevimi in magnezijevimi reagenti v 
prisotnosti bakrovih halidov. Tvorba reakcij sp oziroma sp2 hibridiziranih ogljikov je bila 
precej omejena vse do odkritja reakcij z Grignardovim reagentom [1,2].  
Največje odkritje pa so predstavljale s paladijem katalizirane reakcije pripenjanja, ki so jih 
v začetku 70ih let odkrili Richard F. Heck, Ei-ichi Negishi in Akira Suzuki (slika 1). Kasneje 
so sledile še Stille, Sonogashira, Tsuji-Trost in druge reakcije [3]. 
 
Slika 1: Shematski prikaz Heckove reakcije pripenjanja. 
 
1.2 Reakcija Suzuki-Miyaura 
 
Reakcija Suzuki-Miyaura (Suzuki-Miyaura pripenjanje/Suzuki coupling) je reakcija, pri 
kateri združimo dva fragmenta s pomočjo kovinskega katalizatorja. Za sintezo uporabimo 
boronsko kislino in organske halide, kot katalizator pa uporabimo paladijev kompleks. 
Reakcija je bila prvič objavljena 1979 (avtor: Akira Suzuki), za katero so leta 2010 v sklopu 
ostalih reakcij pripajanja podelili Nobelovo nagrado [4,5]. 
Ta tip transformacije ima dve občutni prednosti v primerjavi s Stille pripenjanjem. 
Organoboronski reagenti, ki se uporabljajo pri Suzuki-Miyaura reakciji, imajo nizko 
toksičnost v primerjavi z aril(trialkil)kositrovimi derivati, ki se uporabljajo pri Stille 
pripenjanju, hkrati pa se stranski produkti odstranijo precej lažje kot pa trialkiltin halidni 
stranski produkti, ki ostanejo pri Stille reakciji.  
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Prednosti, ki jih ponuja reakcija Suzuki-Miyaura v primerjavi z ostalimi reakcijami 
pripajanja, so sledeče: 
a) komercialna dostopnost velikega števila organoboronskih komponent, kot so 
boronska kislina in njeni estri, 
b) stabilnost boronske kisline na toploto, prisotnost zraka in vlage, 
c) toleranca do velikega števila funkcionalnih skupin, ki nastopajo v sintezi, 
d) mili pogoji reakcije,  
e) nizka toksičnost (ki pa je prisotna), 
f) enostavna ločitev nezreagiranih ostankov in produkta reakcije.   
Te prednostne lastnosti so privedle do tega, da se reakcija Suzuki-Miyaura uporablja veliko 
pogosteje v industriji, kjer je potrebna izvedba reakcij na večji skali. Glavni problem 
boronskih kislin pri reakcijah pripajanja je relativna visoka reaktivnost z velikim številom 
nukleofilov in oksidanti, ki zavirajo delovanje funkcionalnih skupin boronske kisline v 
začetku sekvence celotne sinteze. Problematična je tudi relativna nepolarnost vezi med 
ogljikom in borom, kar onemogoča transmetalacijo organoboronskega reagenta do Pd(II) 
brez uporabe anionske baze ali fluoridnega iona, ki ob stiku z borovim atomom vzpostavi 
aktiven kompleks (prikaz na sliki 2). Zaradi občutljivosti teh reagentov je sama sinteza 
omejena, težave pa je moč rešiti z reakcijskimi pogoji [1]. 
 
Slika 2: Tvorba aktivnega kompleksa boronske kisline z NaOH. 
 
1.2.1 Mehanizem reakcije Suzuki-Miyaura  
 
Osnovni katalitski cikel reakcije Suzuki-Miyaura je sestavljen iz treh stopenj: oksidativne 
adicije, transmetalacije in reduktivne eliminacije. Pri vsakem koraku sicer sledijo še 
nadaljnje reakcije, vendar so vedno prisotni intermediati, ki so prikazani na sliki katalitskega 
cikla (slika 3) [6,7]. 
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Slika 3: Celoten katalitski cikel Suzuki-Miyaura reakcije. 
 
1. Stopnja: oksidativna adicija 
Pogosto je oksidativna adicija najpočasnejši proces, ki narekuje celotno hitrost reakcije, saj 
je ta odvisna od reaktivnosti vezi med halogenom in ogljikom.  
Reaktivnost pada v zaporedju: I > Br > Cl.   
Oksidativna adicija različnih alkil, benzil in aril halidov s paladijevim(0) kompleksom 
privede do stabilnega paladijevega(II) kompleksa. Pri tem pride do prekinitve vezi med 
halogenom in ogljikom, paladij pa se nato poveže z obema skupinama [6]. 
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Slika 4: 1. stopnja reakcije - oksidativna adicija. 
 
2. stopnja: transmetalacija 
V primerjavi z mehanizmom oksidativne adicije in reduktivne eliminacije je proces 
transmetalacije (slika 5) kompleksnejši, zato ga težje poenostavimo, saj je močno odvisen 
od paladijevega kompleksa in pogojev (T, hitrost, koncentracija boronske kisline), ki jih 
uporabimo za reakcijo [6]. 
 
Slika 5: 2. stopnja reakcije - transmetalacija. 
 
V tem delu procesa sta ključna baza in boronska kislina. Transmetalacija je reakcija, pri 
kateri pride do prenosa ligandov med dvema kovinskima kompleksoma [6,8]. 
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Slika 6: Poenostavljen mehanizem reakcije Suzuki-Miyaura. Transmetalacija je prikazana po obeh možnih poteh A in B. 
 
Transmetalacijski del cikla lahko poteka po dveh poteh. Pred-transmetalacijski intermediat 
(na sliki 6 označen z 1) se s pomočjo baze formulira  v paladijev-hidroksi kompleks (2), ki 
nato reagira z boronsko kislino. Pot A pa zahteva začetno aktivacijo boronske kisline z bazo, 
da se tvori borat, ki nato v reakciji zamenja halid X in se koordinira na paladij (3) [9,10]. 
3. stopnja: reduktivna eliminacija 
V zadnji stopnji celotnega cikla sledi reduktivna eliminacija, pri kateri pride do odcepitve 
produkta od paladijevega(II) kompleksa, pri tem pa se le ta »regenerira« v paladijev(0) 
kompleks (slika 7) [10]. 
 
 
Slika 7: 3. stopnja reakcije - reduktivna eliminacija. 
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1.2.2 Izbira katalizatorjev za reakcijo 
 
Homogeni paladijevi katalizatorji se danes zelo pogosto uporabljajo v organski sintezi, še 
posebej pri reakcijah pripenjanja C – C vezi, kot so Negishove, Heckove, Sonogashirove, 
Kumada-Tamau-Corriu in Suzuki reakcije. Njihova uporaba je priporočena, saj z njimi 
reakcije potekajo pri milejših pogojih. Kljub temu pa imajo homogeni katalizatorji določene 
slabosti, ki se odražajo predvsem pri ločitvi samega katalizatorja od produkta, kar privede 
do izgube zelo dragih kovin in ligandov [11,12]. 
Razvoj novih katalizatorjev stremi k njihovi manjši količinski uporabi pri sami reakciji, 
hkrati pa je cilj doseči visok izkoristek reakcije ne glede na različno variabilnost 
funkcionalnih skupin, ki jih želimo sintetizirati. Potekajo številne študije, predvsem na 
raziskavah velikosti delcev katalizatorja, katerih razvoj stremi k premeru delcev katalizatorja 
v nanometrski velikosti. Njihovo veliko razmerje med površino in volumnom ter visoko 
aktivnostjo izkazuje zmožnost uporabe zelo milih reakcijskih pogojev, hkrati pa so sinteze, 
ki jih izvajamo s takšnimi katalizatorji, okolju prijaznejše, saj posledično uporabimo manj 
katalizatorja. Druge raziskave se ukvarjajo predvsem z možnostjo uporabe koloidno 
suspendiranih delcev katalizatorja ali pa uporabe trdnih nosilcev. Ti dve metodi omogočata 
boljšo regeneracijo katalizatorja, ki ga lahko večkrat uporabimo za podobne sinteze [11,13].  
Izmed vseh paladijevih katalizatorjev se v organski sintezi najpogosteje uporabljajo Pd(II) 
in Pd(0) kompleksi. Pd(II) se lahko uporablja kot oksidant in katalizator, medtem ko se Pd(0) 
uporablja le kot katalizator [14]. 
Industrijska uporaba katalizatorjev in ligandov: 
Najpogosteje uporabljen fosfinski ligand je PPh3, ki skupaj s paladijem tvori podobno 
učinkovito katalizo kot Pd(PPh3)4, ki je rahlo občutljiv in nestabilen na zraku. V nekaterih 
primerih Pd katalizator deluje kot manj aktiven, kar je posledica prevelikega števila vezanih 
ligandov, da bi bila omogočena koordinacija nekaterih reaktantov. Pogosto uporabljen je 
tudi 1,1-bis(difenilfosfino)ferocen, ki se je v praksi izkazal, kot uspešen katalizator pri 
pripravi arilboronatov iz arilhalida in fenil boronskega pinakolnega estra (slika 8) [14,15]. 
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Slika 8: Reakcija uporabe 1,1-bis(difenilfosfino)ferocen katalizatorja za pripravo arilboronatov. 
 
1.2.3 Najpogostejša uporabljena topila  
 
Poleg katalizatorjev je zelo pomemben tudi izbor topila, saj ima ta močan vpliv na 
selektivnost in ravnotežje reakcije. Topilo lahko vpliva tudi na stabilnost katalizatorjev, baz 
in kislin, ki se uporabljajo pri reakciji. Za večino reakcij se kot topilo najpogosteje 
uporabljajo voda, etanol in toluen, redkeje pa MeOH, izopropanol, DMF, THF, MeCN, 1,4-
dioksan, dietil eter. Možna je tudi uporaba mešanice topil, saj v nekaterih primerih izboljša 
potek in izkoristek reakcije (npr. DMF/H2O 1:5). V zadnjih letih pa se pogosto uporablja 
tudi glicerol, ki je obnovljivo "zeleno" topilo, hkrati pa omogoča enostavno izolacijo z 
ekstrakcijo v dietil etru, heksanu ali diklorometanu [14,16,17].  
Pri sintezi aril halidov so raziskave pokazale, da voda kot samostojno topilo ne deluje 
optimalno, zato jo je primerno mešati v različnih razmerjih z ostalimi organskimi topili, kot 
so THF, DMF, aceton. Raziskave so pokazale, da se kot zelo uporabno topilo uporablja tudi 
1,4-dioksan oziroma zmes 1,4-dioksana in vode pri kateri pa je zelo pomembna tudi izbira 
baze v reakciji, saj lahko privede do različnih izkoristkov [18,19]. 
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1.3 Tollu podobni receptor 8 
 
Tollu podobni receptorji (ang. Toll-like receptors - TLR) so tip transmembranskih proteinov, 
ki prepoznajo s patogeni povezane molekulske vzorce (ang. pathogen associated molecular 
patterns - PAMPs) in z nevarnostjo oziroma poškodbami povezane molekulske vzorce (ang. 
danger/damage associated molecular patterns - DAMPs). Sposobnost zaznave teh vzorcev 
je ključna pri uravnavanju tako prirojene kot pridobljene imunosti. Tollu podobni receptorji 
so bili prvič odkriti v vinski mušici. Trenutno je poznanih deset funkcionalnih človeških 
TLR, ki se izražajo v mnogih celicah, kot so makrofagi, dendritične celice, mastociti, 
monociti in intestinalni epitelij [20,21,22].  
Genetske raziskave na ljudeh in živalih so pokazale, da disregulacija prirojene imunosti, ki 
jo signalizira TLR, prispeva k razvoju in napredovanju različnih bolezni, kot so sepsa, 
avtoimunske bolezni in nevropatske bolečine. Nekatere genetske študije na ljudeh so 
pokazale, da TLR predstavljajo izjemno dobre terapevtske tarče, saj so številni polimorfizmi 
v genih, ki kodirajo TLR in njihove signalne molekule, povezani z napredovanjem različnih 
bolezni, vendar še ni povsem jasno, kako uporabne so prepoznane genetske razlike za 
napovedovanje pomembnosti posameznega TLR kot farmakološke tarče [20,23].  
TLR8 spada poleg TLR3, TLR7 in TLR9 v podskupino receptorjev, ki prepoznajo 
nukleinske kisline mikroorganizmov, kot so virusi in bakterije. Zaznavajo z uridinom 
"obogateno" enoverižno RNA (ssRNA), ki je ligand tega receptorja. TLR8 se v človeškem 
telesu največ izraža v slepiču, vranici in pljučih [20,21,24]. 
Okrepljen imunski odziv, ki ga povzroči signalizacija TLR8, je lahko učinkovit sistem za 
zdravljenje določenih bolezni, kot so določene oblike raka in alergijskih bolezni. Premočan 
odziv tega receptorja pa lahko privede do sistemskega lupusa ali revmatodnega aritritisa, ki 
je ena izmed najpogostejših avtoimunskih bolezni, saj prizadene med 0,5 in 1 % odrasle 
populacije. Razvoj majhnih, strukturno podobnih agonistov/antagonistov TLR8 se je v 
zadnjih letih povečal, vendar se je večino teh molekul na kliničnih preizkušanjih izkazalo 
kot neuspešnih, predvsem zaradi izgube terapevtskega učinka ali močnih neželenih učinkov, 
ki so posledica imunskega odziva celic [21,22].  
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Slika 9: 3D struktura TLR8. 
Raziskave so pokazale, da mora osnovni farmakofor za razvoj antagonistov TLR8 vsebovati: 
aromatski obroč za interakcijo z Phe405, donor vodikove vezi z Asp543, dve akceptorske 
vezi z glavno in stransko verigo Thr574 in dve hidrofobni območji, ki jih obdajajo Phe405 
in Tyr353 oziroma Phe405, Val378, Tyr348, Ile403, Phe346 in Val573 (slika 10) [21]. 
 
Slika 10: Osnovni farmakofor  za razvoj antagonistov TLR8. 
 
Nedavne raziskave, pri katerih so sistematično razvijali potencialne antagoniste TLR8, so 
izmed več milijonov spojin z uporabo strukture vezavnih mest, metode sidranja (ang. 
docking), upoštevanjem števila in moči interakcij ter raznolikosti fizikalno-kemijskih 
lastnosti vodile do 5 spojin (slika 11), ki so jih uporabili za nadaljnjo testiranje [21]. 
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Slika 11: Znani objavljeni antagonisti TLR8 [21]. 
 
Po biološkem testiranju so se spojine 1, 3 in 5 izkazale za aktivne, medtem ko sta bili 2 in 4 
neaktivni. Poleg selektivnega zaviranja signalizacije TLR8, so študije pokazale tudi možno 
zmanjšanje z CL075 induciranega IL-8 in izločanje TNF alfa v THP-1 makrofagih. 
Pirimidinski obroč se je izkazal kot ključni del strukture, ki lahko vodi v nadaljnji razvoj 
novih antagonistov TLR8, poleg tega pa je pomembna tudi CF3 skupina. Nadaljnje raziskave 
pa so pokazale tudi furan kot ugoden substituent na pirimidinskem obroču za razvoj novih 
antagonistov [21,25].  
1.3.1 Primeri antagonistov  TLR8 v raziskavah  
 
Osnovne raziskave so privedle do razvoja nekaterih negativnih modulatorjev TLR8. Kot prvi 
se omenja CU-CPT8m, ki so mu sledili različni derivati (CU-CPT9a do CU-CPT9f), ki so 
izkazovali močnejše delovanje [26]. 
 
Slika 12: Struktura CU-CPT8m in njegovi derivati. 
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Trenutno je v klinični fazi testiranja 1 spojina CpG 52364, katerega delovanje preizkušajo 
na TLR7, TLR8 IN TLR9  indikacija avtoimunske bolezni SLE – sistemski lupus 
eritematozus, ki je kronična avtoimunska bolezen vezivnega tkiva in lahko prizadene 
različne celice, najpogosteje krvne, kožo, ledvice in pljuča. Kot antagonist TLR8 in TLR9 
se omenja tudi spojina E6446, ki se testira za zdravljenje malarije [27]. 
V klinični fazi razvoja 1 je tudi spojina IMO-8400, ki je antagonist TLR7, TLR8 in TLR9. 
Izvaja se več testiranj, ki preizkušajo učinkovitost za zdravljenje difuznega velikoceličenga 
B limfoma, Waldenstromove makroglobulinemije in psoriaze, ki je kronična vnetna bolezen 
kože [22,28,29]. 
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2 NAMEN DELA 
 
Cilj magistrske naloge je optimizacija reakcije Suzuki-Miyaura pri sintezi 2-kloro-4-fenil 
pirimidina iz 2,4-dikloro pirimidina. V eksperimentalnem delu bomo sprva ponovili sintezo, 
ki je bila objavljena v članku [30], nato pa jo bomo optimizirali. Pričeli bomo z vrednotenjem 
različnih topil (vrsta in količina topila) in pri najbolj optimalnemu topilu izolirali produkt in 
določili njegovo čistoto, nato pa ga bomo uporabili pri iskanju optimalnega katalizatorja 
(vrsta in količina). Vzporedno z omenjenimi eksperimenti bomo testirali tudi različne 
reakcijske čase in temperature. 
V drugem delu eksperimentalnega dela bomo z uporabljeno optimizirano metodo 
sintetizirali dva liganda TLR8, katerima bomo ovrednotili potencialno antagonistično 
delovanje. 
 
Magistrska naloga vsebuje 3 glavne hipoteze: 
 
1. Optimizacija reakcije Suzuki-Miyaura  
Z optimizacijo omenjene reakcije bomo dosegli visok izkoristek (> 70 %) in visoko čistoto 
(> 90 %)  produkta 2-kloro-4-fenilpirimidina. 
 
2. Prenos metode na sintezo potencialnih antagonistov TLR8 
Optimizirana metoda bo v 1. stopnji sinteze končnih spojin pokazala podobno visok 
izkoristek reakcije, kakor pri sintezi 2-kloro-4-fenilpirimidina. 
 
3. Biokemijsko vrednotenje končnih dveh spojin 
Vsaj ena izmed obeh sintetiziranih spojin bo izkazovala antagonistično delovanje na TLR8. 
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3 MATERIALI IN METODE 
 
REAGENTI IN TOPILA 
Pri praktičnem delu smo uporabili reagente in topila proizvajalcev: Carlo Erba reagents, 
Merck chemicals, Kemika, Fluorochem, TCI Europe, Eurisotop, Fluka, Sigma-Aldrich, 
ECP, Bemis, Acros Organics.  
LABORATORIJSKA OPREMA 
Za izvedbo dela smo uporabljali analitske tehtnice (različnih natančnosti, ki so bile potrebne 
pri določenem tehtanju), magnetna mešala, grelnike, vodne povratne hladilnike, pipete, 
spatulo, rotavapor, UV - svetilko, bučke, čase in erlenmajerice različnih volumnov.  
METODE 
Kromatografske metode:  
Tankoplastna kromatografija - TLC: TLC smo uporabili pri identifikaciji in preverjanju 
čistosti spojin po sami izolaciji na koloni. Uporabili smo plošče Silikagel60 F254 proizvajalca 
Merck, pri katerem je na aluminijastem nosilcu 20 x 20 cm nanešen 0,20 mm debel sloj 
silikagela, ki mu je dodan fluorescenčni indikator. Kot mobilno fazo smo uporabljali 
mešanico etil acetata in n-heksana v razmerju 1:2, za potovanje končnih spojin po TLC 
plošči pa smo uporabili dietil eter in petrol eter v razmerju 1:10.  Detekcijo smo izvedli pri 
valovni dolžini  λ = 254 nm. 
Kolonska kromatografija:  
Za izolacijo in čiščenje spojin smo uporabili kolonsko kromatografijo, pri kateri smo kot 
stacionarno fazo uporabili Silikagel 60 z velikostjo delcev 0,040–0,063 mm proizvajalca 
Merck, kot mobilno fazo pa smo uporabili mešanico etil acetata in n-heksana v razmerju 1:2 
ter za izolacijo končnih spojin dietil eter in petrol eter v razmerju 1:10. Za določitev konca 
poteka izolacije/ločbe smo uporabljali TLC. 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti - HPLC:  
Vzorce, ki smo jih odvzeli med samo reakcijo, in končne spojine smo analitsko ovrednotili 
na HPLC aparaturah. Vmesne vzorce smo analizirali na sistemu Agilent 1100 LC  z UV 
detektorjem pri λ = 254 nm. Kolona, ki smo jo uporabili je bila X-Bridge C18 (3,5 µm, 4,6 
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x 150 mm) podjetja Waters. Volumen injiciranja je bil 5 µL, Tkolone = 40 ºC, hitrost pretoka 
mobilne faze pa 1,5 ml/min. Za mobilno fazo smo uporabili mešanico raztopin A – 1 % 
raztopine acetonitrila + 0,1 % mravljična kislina v vodi in B – acetonitril. Spreminjanje 
gradienta B (acetonitril) pri izbrani metodi je znašal: 0–1 min, 25 %; 1–6 min, 25–98 %;  6–
6,5 min, 98 %;  6,5–7 min, 98–25 %; 7–10 min 25 % (metoda A). 
Za analitiko končnih spojin smo vzorce analizirali na HPLC sistemu Thermo scientific 
Ultimate 3000 z UV detektorjem (254 nm). Kolona, ki je bila uporabljena je bila Agilent 
Extend C-18 (3,6 µm, 4,6 x 150 mm). Volumen injiciranja je bil 5 µL, Tkolone = 50 ºC. Hitrost 
pretoka mobilne faze je bila 1 ml/min. Za mobilno fazo smo uporabili mešanico raztopin 0,1 
% raztopine trifluoroocetne kisline (TFA) v vodi (A) in acetonitrila (B). Pri tej metodi je 
gradient B znašal: 0–12 min, 10–90 %; 12–14 min, 90 %; 14–15 min, 90–10 % (metoda B). 
Spektroskopske metode:  
Jedrska magnetno resonančna spektroskopija - NMR:  
NMR spektroskopijo smo uporabljali za identifikacijo spojin in določitvijo njihove čistosti. 
Med eksperimenti smo posneli 1H spekter končnim vzorcem, ki smo jih primerjali s spektri 
izhodne spojine in čistih produktov, katerim smo že prej posneli 1H in 13C spektre. Za analizo 
smo uporabili Bruker Avance III 400 DPX spektrometer, ki se nahaja na Fakulteti za 
farmacijo v Ljubljani in snema vzorce pri 400 MHz za 1H spektre in 100 MHz za 13C spetkre 
(pri temperaturi 25 ºC). Vzorce smo raztopili v devteriranem topilu DMSO-d6 (600 µL) ali 
v devteriranem CDCl3 (600 µL) z dodanim internim standardom tetrametilsilan (TMS). Za 
analizo spektrov smo uporabili program MestReNova verzije 6.0.2-5475 podjetja Masterlab 
Research S.L. Vse sklopitvene konstante J so podane v hertzih (Hz), medtem ko so kemijski 
premiki (δ) podani v ppm relativno glede na interni standard TMS (δ = 0,00 ppm).  Oblike 
vrhov so podane z oznakami singlet (s), dublet (d), dublet dubleta (dd), triplet (t) dublet 
tripleta (dt), triplet tripleta (tt), kvartet (q) in multiplet (m).  
Masna spektrometrija - MS:  
Za identifikacijo spojin pri optimizaciji metode (izhodne spojine in čistih produktov) smo 
uporabili masno spektrometrijo. Uporabili smo masni spektrometer Advion ExpessionL 
Compact Mass spectrometer na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. Kot tehniko snemanja 
smo uporabili ESI (ionizacija z elektrorazprševanjem). Za identifikacijo končnih spojin pri 
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sintezi potencialnih TLR8 antagonistov pa smo uporabili masni spekter visoke ločljivosti 
(HRMS) ExactiveTM Plus Orbitran Mass Spectrometer na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani.  
Poimenovanje in risanje spojin: 
Za risanje in poimenovanje vseh katalizatorjev, reaktantov, izhodne spojine, končnih 
produktov in reakcijskih shem, ki so bile prikazane v magistrski nalogi, smo uporabili 
program Chem & Bio Draw Ultra 12.0.2 podjetja CambridgeSoft. 
Določanje temperature tališča: 
Za določanje temperature tališča trdnim vzorcem pri optimizaciji reakcije Suzuki-Miyaura 
in vseh produktov smo uporabili Kofflerjev mikroskop z Leica ogrevalno mizico in 
termometer 52 II Thermometer podjetja Fluka na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani.  
Biokemijsko vrednotenje:  
Končni spojini so biokemijsko ovrednotili na Freie Univerisät Berlin na oddelku Inštituta za 
farmacijo. Spojini so testirali na celični liniji HEK-BlueTM hTLR8, ki so človeške 
embrionalne ledvične celice 293 (kratica HEK293). Predhodno so bile celice gojene v 
DMEM (ang. Dulbecco´s  modified eagle medium) mediju, kateremu so dodali fetalni goveji 
serum (ang. fetal bovine serum), 100 U/ml penicilina, 100 µg/ml streptomicina in 2mM 
glutamina. Gojenje celic je potekala pri 37 ºC in 5 % CO2. 
Test citotoksičnosti: 
Celice HEK293 so bile nacepljene na ploščo in po 24h sprane s PBS (ang. phosphate-
buffered saline) ter nato gojene v DMEM brez dodatka penicilina in streptomicina, katerim 
so dodali končni spojini koncentracije 25 µM in 50 µM ali DMSO (10 V/V %) kot negativno 
kontrolo. Inkubacijska doba je bila 24h. Sledilo je obarvanje celic z 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difenil tetrazolinijevim bromidom – MTT, katerega vloga je bila sposobnost 
razlikovanja med živimi in mrtvimi celicami, saj žive celice povzročijo redukcijo rumeno 
obarvanega MTT v rožnato-vijolično obarvan formazan, pri katerem je intenziteta barve 
odvisna od števila preživelih celic.  
Določanje agonističnega delovanja 
Gojitev celic na plošči je potekala podobno kot pri testu citotoksičnosti, tako da je bila 
dosežena največja gostota na gojišču – konfluentnost. Nato sta bili celicam dodani končni 
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spojini koncentracije 10 µM in 25 µM, kot negativno kontrolo so uporabili DMSO, za 
pozitivno kontrolo pa so uporabili TL8-506 koncentracije 0,6 µM, ki je komercialno 
dostopen TLR8 agonist. Po 24h so izvedli analizo ekspresije izločene oblike alkalne 
fosfataze – SEAP s kolorimetrično metodo.  
Določanje antagonističnega delovanja 
Pri določitvi antagonističnega delovanja je bil postopek do konfluentnosti enak kot pri 
določanju agonističnega delovanja, nato pa so bile konfluentne celice za 1 uro tretirane  s 
končnimi spojinami 3 in 4 v koncentraciji 10 µM in 25 µM ali z ODN 2088 (komercialno 
dostopen TLR8 antagonist, pozitivna kontrola, koncentracija 1 µM). Zatem je sledila 
inkubacijska doba 24 ur s TL8-506 (TLR8 agonist, koncentracija 0,6 µM), nato pa s pomočjo 
kolorimetrične metode analiza na prisotnost SEAP.  
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4 EKSPERIMENTALNO DELO 
 
 
Pred začetkom optimizacije reakcije Suzuki-Miyaura smo analizirali reaktant, ki smo ga 
uporabili v optimizaciji (2,4-dikloropirimidin) in oba standarda produktov (4-kloro-2-
fenilpirimidin in 2-kloro-4-fenilpirimidin). HPLC kromatogrami so podani v prilogi. 
 
Rezultati so podani v tabelah:  
A: 2,4-dikloropirimidin (reaktant) 
IUPAC ime 2,4-dikloropirimidin  
 
Molska masa 148,98 g/mol 
Izgled Beli kristali 
Tališče 58–59 ºC 
(v literaturi 60–61 ºC) [31] 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1:2, V/V) = 0,48 
1H NMR 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6):  δ(ppm) 7,83 (d, J = 5,3 Hz, 
1H), 8,79 (d, J = 5,3 Hz, 1H) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ(ppm) 7,35 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 
8,54 (d, J = 5,2 Hz, 1H) 
13C NMR 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ(ppm) 120,47; 160,19; 161,21; 
162,85 
HPLC tR = 3,96 min, 95,5 % čistost pri 254 nm (metoda B) 
 
B: 4-kloro-2-fenilpirimidin (produkt) 
IUPAC ime 4-kloro-2-fenilpirimidin  
 
Molska masa 190,63 g/mol  
Izgled Beli kristali 
Tališče 72–73 ºC  
(v literaturi 73–74 ºC) [32] 
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TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1:2, V/V) = 0,55 
1H NMR  1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ(ppm) 7,51–7,61 (m, 3H), 
7,66 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 8,36 (d, J = 7,1 Hz, 2H), 8,89 (d, J = 
5,3 Hz, 1H) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ(ppm) 7,23 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 
7,47–7,54 (m, 3H), 8,42–8,47 (m, 2H), 8,66 (d, J = 5,2 Hz, 1H) 
13C NMR  13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ(ppm) 119,45; 128,66; 128,81; 
131,68; 136,23; 158,39; 161,70; 165,71 
HPLC tR = 6,97 min, 95,3 % čistost pri 254 nm (metoda B) 
 
C: 2-kloro-4-fenilpirimidin (stranski produkt)  
IUPAC ime 2-kloro-4-fenilpirimidin  
 
Molska masa 190,63 g/mol  
Izgled Beli kristali 
Tališče 86–87 ºC 
(v literaturi 84–86 ºC) [33] 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1:2, V/V) = 0,43 
1H NMR  1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ(ppm) 7,65–7,56 (m, 3H), 
8,17 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 8,22–8,19 (m, 2H), 8,84 (d, J = 5,3 Hz, 
1H) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ(ppm) 7,49–7,57 (m, 3H), 7,65 
(d, J = 5,3 Hz, 1H), 8,08–8,11 (m, 2H), 8,63 (d, J = 5,3 Hz, 1H) 
13C NMR  13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ(ppm) 115,27; 127,55; 129,25; 
132,04; 135,17; 159,95; 161,99; 167,30 
HPLC tR = 6,30 min,  98,8 % čistost pri 254 nm (metoda B) 
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4.1 Primerjava sinteze 2-kloro-4-fenilpirimidina na različni količini reaktantov 
 
V prvem delu eksperimentalnega dela smo ponovili reakcijo, ki je že bila v objavljena v 
članku [30] pri dveh različnih količinah reagentov, da smo preverili, ali to vpliva na 
izkoristek.  
Sintezni postopek: V bučko smo zatehtali zahtevano količino 2,4-dikloropirimidina in ga 
raztopili v mešanici topil toluen/etanol/voda, ki smo jih predhodno prepihali z argonom. 
Dodali smo ustrezno količino K2CO3, nato pa dodali fenilboronsko kislino in katalizator 
tetrakis(trifenilfosfin)paladij(0) (M = 1155,56 g/mol). V bučko smo dodali magnet in jo 
postavili na magnetno mešalo. Bučko smo zatesnili in zagotovili inertno atmosfero 
(prepihovanje z argonom). Vzorčili smo po 1h, 2h in po 24h (čez noč).  
Glavna reakcija nastanka 2-kloro-4-fenilpirimidina: 
 
Slika 13: Sinteza 2-kloro-4-fenilpirimidina iz 2,4-dikloropirimidina. 
 
Stranska reakcija, ki vodi do nastanka 4-kloro-2-fenilpirimidina: 
 
Slika 14: Sinteza 4-kloro-2-fenilpirimidina iz 2,4-dikloropirimidina. 
 
Sinteza A (večja količina reaktantov) in sinteza B (manjša količina reaktantov): 
Preglednica 1: Mase posameznih reaktantov v reakciji pri sintezi 2-kloro-4-fenilpirimidina. 
Reaktant  Sinteza A Sinteza B 
2,4-dikloropirimidin 100 mg (0,67 mmol) 74 mg (0,5 mmol) 
katalizator 21 mg (0,018 mmol) 15,5 mg (0,013 mmol) 
fenilboronska kislina 82 mg (0,67 mmol) 61 mg (0,5 mmol) 
kalijev karbonat 278 mg (2,01 mmol) 206 mg (1,49 mmol) 
toluen/etanol/voda 2,9/0,7/0,7 (mL) 2,5/0,5/0,5 (mL) 
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Preglednica 2: Izkoristek reakcije za sintezo A. 
1hA (%) 2hA (%) 24hA (% ) 24hA+B (%) 
55 61 66 72 
Izkoristki reakcij glavnega produkta po 1h, 2h in 24h in skupni izkoristek  24hA+B (iskanega produkta in  
stranskega produkta). 
 
Preglednica 3: Izkoristek reakcije za sintezo B. 
1hA (%) 2hA (%) 24hA (% ) 24hA+B (%) 
53 59 64 69 
Izkoristki reakcij glavnega produkta po 1h, 2h in 24h in skupni izkoristek  24hA+B (iskanega produkta in  
stranskega produkta). 
Ugotovitev: sorazmerno različna količina reaktantov ni izkazovala bistvenih razlik pri 
izkoristku reakcije.  
Opomba: v vseh reakcijah smo se odločili spremljati tudi delež stranskega produkta (B), da bi ugotovili, ali pri 
kateri sintezi nastane signifikantna količina stranskega produkta, saj bi s tem lahko dobili novo metodo, ki 
privede do težje dostopnega produkta 4-kloro-2-fenilpirimidina.  
4.2 Optimizacija topila  
 
Optimizacije parametrov reakcije Suzuki-Miyaura pri sintezi 2-kloro-4-fenilpirimidina iz 
2,4-dikloropirimidina smo se najprej lotili z izborom najoptimalnejšega topila. Odločili smo 
se, da bomo sprva uporabili le čista topila in ne mešanic topil. Kot topilo smo uporabili vodo, 
izopropanol, etilenglikol, DMF, THF, MeOH in 1,4-dioksan. Vsako topilo smo uporabili v 
reakciji pri sobni temperaturi in pri povišani temperaturi, da smo lahko ugotovili, ali 
povišana temperatura signifikantno vpliva na izkoristek reakcije. Kot katalizator smo 
uporabljali tetrakis(trifenilfosfin)paladij(0), ki smo ga dodali 5 mol % glede na reaktant. 
Splošen sintezni postopek optimizacije: V bučko smo zatehtali 2,4-dikloropirimidin (74,5 
mg, 0,50 mmol, 1 ekv.) in ga raztopili v izbranem topilu (3,5 mL), ki je bil prepihan z 
argonom. Dodali smo K2CO3 (206,0 mg, 1,50 mmol, 3 ekv.), fenilboronsko kislino (61,0 
mg, 0,50 mmol, 1 ekv.) in 5 mol % katalizatorja tetrakis(trifenilfosfin)paladij(0) (29,0 mg, 
0,025 mmol) glede na reaktant 2,4-dikloropirimidin. Dodali smo magnet in bučko postavili 
na magnetno mešalo. Bučko smo zatesnili in zagotovili inertno atmosfero (prepihovanje z 
argonom). Sinteze, ki smo jih izvajali pri visoki temperaturi (blizu temperature vrelišča 
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posameznega topila), smo opremili z vodnim povratnim hladilnikom, ki nam je kondenziral 
hlape topila. Vzorčili smo po 1h, 2h in po 24h (čez noč).  
Splošen postopek priprave vzorcev za snemanje na HPLC: 
Iz reakcijske zmesi smo odpipetirali 50 µL vzorca ter odpipetiran vzorec razredčili z 950 µL 
internega standarda (acetanilid raztopljen v acetonitrilu koncentracije 1,02 mg/mL). Nato 
smo odpipetirali 100 µL mešanice vzorca + IS in razredčili z 900 µL acetonitrila ter vse 
skupaj filtrirali skozi filter (velikost por 0,45 µm) v vialo.  
Rezultati izkoristkov reakcij za izbrana topila: 
Preglednica 4: Izkoristki posameznih reakcij za izbrano topilo po 1h, 2h in 24h. 
Izbrano topilo (T)             1hA (%)    2hA (%)  24hA (% ) 24hA+B (%) 
izopropanol 
izopropanol (80 ºC) 
voda 
voda (100 ºC) 
DMF 
DMF (100 ºC) 
THF 
THF (60 ºC) 
MeOH 
MeOH (60 ºC) 
1,4-dioksan 
1,4-dioksan (100 ºC) 
etilenglikol 
etilenglikol (100 ºC) 
4 
28 
4 
6 
4 
34 
3 
26 
2 
6 
6 
29 
6 
5 
5 
34 
4 
6 
4 
36 
10 
56 
3 
13 
7 
41 
6 
12 
57 
64 
4 
4 
14 
42 
78 
127* 
11 
39 
32** 
72 
14 
26 
58 
66 
4 
4 
14 
45 
81 
136* 
11 
39 
43** 
80 
16 
28 
Opomba: izkoristki pri THF (60 ºC)* presegajo 100 %, saj je prišlo do izhlapevanja topila in tako je bila odvzeta 
količina vzorca (glede na vzorčenje 50 µL) precej večja. Pri reakciji 1,4-dioksana** pri sobni temperaturi je 
čez noč prišlo do izhlapevanja topila (slabo tesnitev bučke, opazno manjši volumen v bučki) in je bila odvzeta 
količina vzorca (glede na vzorčenje 50 µL)  precej večja. Izkoristek je ocenjen približno glede na izhlapljeno 
topilo. 
Po pregledu izkoristkov so rezultati pričakovano pokazali, da povišana temperatura vpliva 
na večji izkoristek reakcije. Opazili smo tudi, da stranski produkt nastaja le v deležu nekaj 
%, kar ni dovolj, da bi lahko optimizirali metodo na stranskem produktu 4-kloro-2-
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fenilpirimidinu. Topila, ki so izkazovala visok izkoristek (izopropanol, DMF, THF in 1,4-
dioksan) smo uporabili za ponovno izvedbo reakcije na večji količini, ki smo jo nato izolirali.  
Reakcije smo izvajali po splošnem sinteznem postopku optimizacije, le da so bile zatehtane 
mase posameznih reaktantov 2x večje (npr. m2,4-dikloropirimidin = 149 mg). Vse reakcije smo 
izvajali pri povišani temperaturi. 
4.2.1 Izolacija produkta na koloni in analiza na NMR (optimizacija topila) 
 
Izolacijo vzorca smo izvedli na manjši koloni, za mobilno fazo smo uporabili mešanico topil 
etil acetat/n-heksan 1:2 (V/V). Izolirane vzorce smo zbirali v epruvete. Ločbo produkta od 
preostalega reaktanta in stranskega produkta smo spremljali s TLC metodo, pri kateri smo 
kot mobilno fazo uporabili mešanico topil etil acetat/n-heksan 1:2 (V/V). Po pregledu 
rezultatov smo se odločili za posamezne frakcije, v katerih je naš produkt, jih združili in jih 
pripravili za NMR analizo za identifikacijo in določitev čistosti vzorcev. Z obdelavo 
podatkov NMR spektrov in izračunom teoretične mase produkta smo določili izkoristek in 
čistost.  
Teoretična masa iskanega produkta pri 100 % izkoristku : 190,6 mg 
Preglednica 5: Izkoristek posameznih reakcij za izbrano topilo po izolaciji na koloni. 
Vzorec (frakcije) 2-kloro-4-fenilpirimidin (mg) Izkoristek (%) 
THF  72,0 37,8 
1,4 – DIOKSAN  135,6 71,1 
IZOPROPANOL 98,2 51,5 
DMF 59,4 31,1 
 
Rezultati so pokazali, da je najoptimalnejše topilo 1,4-dioksan, zato smo se odločili, da ga 
bomo uporabili pri nadaljnjih reakcijah za optimizacijo katalizatorja (vrsta in količina).  
4.3 Optimizacija katalizatorja 
 
V nadaljevanju eksperimentalnega dela smo testirali 7 katalizatorjev in 2 liganda. 
Posamezno reakcijo smo izvedli z dodatkom 5 mol % izbranega katalizatorja in 10 mol % 
liganda (v primeru katalizatorja C in G) glede na vstopni reaktant ter izvedli reakcijo po 
splošnem postopku optimizacije pod točko 4.2.  
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Preglednica 6: Izbrani katalizatorji in njihove strukture. 
 
 
 
 
KATALIZATOR A 
 
1,1-bis(difenilfosfino)ferocen 
dikloropaladijev(II) kompleks z 
diklorometanom (1:1)  
 
 
 
 
 
 
 
  
 
KATALIZATOR B 
 
bis(trifenilfosfino) paladijev(II) klorid 
 
 
 
 
 
KATALIZATOR C 
 
paladijev acetat 
 
ligand: tricikloheksilfosfin 
 
 
                   
 
 
KATALIZATOR D 
 
tris(dibenzildeneaceton) dipaladij(0) 
 
 
 
 
 
 
 
KATALIZATOR E 
 
tris(dibenzildeneaceton) dipaladij 
kloroformov kompleks 
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KATALIZATOR F 
 
 
1,1-bis(difenilfosfino)ferocene 
 
 
 
 
 
 
KATALIZATOR G 
 
tris(dibenzildeneaceton) dipaladij(0) 
 
ligand: tri-terc-butilfosfin 
tetrafluoroborat 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
KATALIZATOR H 
 
 
tetrakis(trifenilfosfin) paladij(0) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
25 
 
Rezultati izkoristkov reakcij za izbrane katalizatorje: 
Preglednica 7: Izkoristki posameznih reakcij za izbran katalizator po 1h, 2h in 24h. 
Izbran katalizator 1hA (%) 2hA (%) 24hA (% ) 24hA+B (%) 
Katalizator A 
Katalizator B 
Katalizator C 
Katalizator D 
Katalizator E 
Katalizator F 
Katalizator G 
Katalizator H 
 
26 
12 
10 
0 
15 
15 
10 
29 
38 
17 
12 
0 
21 
20 
11 
41 
70 
36 
26 
2 
35 
77 
23 
72 
77 
44 
28 
2 
42 
81 
25 
80 
 
Reakcije, pri katerih smo uporabili katalizator A, F in H, so izkazovale najvišji izkoristek, 
zato smo izolirali produkt na koloni, za mobilno fazo smo uporabili mešanico topil etil 
acetat/n-heksan 1:2 (V/V). Vzorce smo zbirali v epruvete in ločbo spremljali s pomočjo TLC 
metode, pri kateri smo kot mobilno fazo uporabili mešanico topil etil acetat/n-heksan 1:2 
(V/V). Izbrane vzorce produkta smo združili in posušili, jim določili maso ter s pomočjo 
obdelave podatkov NMR analize določili izkoristek. 
4.3.1 Izolacija produkta na koloni in analiza na NMR (optimizacija katalizatorja) 
 
Preglednica 8: Izkoristek posameznih reakcij za izbran katalizator po izolaciji na koloni. 
Vzorec (frakcije) masa 2-kloro-4-fenilpirimidin (mg) izkoristek(%) 
KATALIZATOR A  120,4 63,2 
KATALIZATOR F 126,9 50,1 
KATALIZATOR H 135,6 71.1 
 
Komentar: katalizator H je izkazoval največji izkoristek reakcije, zato smo ga uporabili v 
nadaljevanju optimizacije. 
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4.4 Optimizacija količine katalizatorja 
 
Sintezni postopek: Za optimizacijo količine katalizatorja smo uporabili 1/2/3/5 mol % 
(5.8/11.6/17.4/29.0 mg) katalizatorja H – tetrakis(trifenilfosfin) paladij(0) in reakcijo izvedli 
po splošnem sinteznem postopku optimizacije. Reakcijo smo izvajali pri T = 90 ºC. 
Preglednica 9: Izkoristek posameznih reakcij za izbrano količino katalizatorja po 1h, 2h in 24h. 
Katalizator H (mol %) 1hA (%) 2hA (%) 24hA (% ) 24hA+B (%) 
1 % 
2 % 
3 % 
5 % 
14 
18 
22 
29 
15 
29 
31 
41 
34 
38 
71 
72 
38 
43 
75 
80 
 Opomba: rezultati za 5 % katalizatorja H so povzeti iz tabele izbire katalizatorja.  
Komentar: Za visok izkoristek (> 70 %) reakcije je zadoščalo že 3 mol % katalizatorja H. 
4.5 Optimizacija temperature 
 
Optimizacijo temperature smo izvedli po splošnem sinteznem postopku optimizacije, 
uporabili smo 5 mol % katalizatorja H in izvedli reakciji pri 25, 50, 70 in 90 ºC  
Preglednica 10: Izkoristek posameznih reakcij za izbrano temperaturo po 1h, 2h in 24h. 
Katalizator H (5 %) 1hA (%) 2hA (%) 24hA (% ) 24hA+B (%) 
25 ºC 
50 ºC 
70 ºC 
90 ºC 
5 
5 
6 
29 
7 
8 
11 
41 
15 
26 
28 
72 
20 
27 
31 
80 
Opomba: rezultati za 90 ºC povzeti iz tabele optimizacije količine katalizatorja. 
Komentar: V skladu s pričakovanji je povišana temperatura reakcije privedla do večjih 
izkoristkov produkta.  
4.6 Uporaba mešanice topil 1,4-dioksan/H2O   
 
Po pregledu literature pri sintezi različnih cikličnih spojin s Suzuki-Miyaura reakcijo, smo 
se odločili poizkusiti reakcijo še z mešanico topil 1,4-dioksan in H2O v razmerju 1:1, saj se 
je za določene ciklične produkte izkazalo, da dodatek vode lahko izboljša izkoristek reakcije. 
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Reakcijo smo izvedli po splošnem sinteznem postopku optimizacije. Temperatura kopeli je 
bila 90 ºC. 
Preglednica 11: Izkoristek reakcije pri uporabi mešanice topil 1,4-dioksan/H2O. 
1hA (%) 2hA (%) 24hA (% ) 24hA+B (%) 
28 40 73 79 
 
Komentar: Izbor mešanice topil za naš sistem ni pokazal višjega izkoristka, zato smo se 
odločili, da bomo uporabili čisto topilo 1,4-dioksan. 
4.7 Ključne ugotovitve optimizirane metode 
 
Topilo: 1,4-dioksan  
Katalizator: tetrakis(trifenilfosfin) paladij(0) 
Količina katalizatorja: 3 mol % glede na vstopni reaktant 2,4-dikloropirimidin 
Temperatura: 90 ºC 
4.8 Izvedba reakcije s TBAI in K3PO4 
 
Dodatno smo izvedli še reakcijo, ki smo jo zasledili v literaturi pri sintezi derivatov 
imidazolov in jo uporabili na našem sistemu. 
Sintezni postopek: V bučko smo zatehtali 2,4-dikloropirimidin (74,5 mg, 0,50 mmol, 1 ekv.) 
in ga raztopili v  DMF (7,0 mL), ki je bil vnaprej prepihan z argonom. Dodali smo K3PO4 
(212,0 mg, 1,0 mmol, 2 ekv.), 5 mol % tetrabutilamonijevega jodida – TBAI (9,2 mg, 0,025 
mmol), 3 mol % paladijevega(II) acetata (3,4 mg, 0,015 mmol) in 6 mol % 
tricikloheksilfosfina (8,4 mg, 0,030 mmol). Zagotovili smo mešanje in inertno atmosfero 
(argon). Segrevali smo pri temperaturi T = 90 ºC. Vzorčili smo po 1h, 2h in po 24h (čez noč).  
Preglednica 12: Izkoristek reakcije z uporabo TBAI in K3PO4. 
1hA (%) 2hA (%) 24hA (% ) 24hA+B (%) 
0 0 0 0 
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Komentar: Reakcija pri naših spojinah ni potekla (produkti le v sledovih). Po analizi HPLC 
smo lahko ugotovili, da je prišlo do tvorbe neznanega produkta (drugačen retencijski čas 
produkta od retencijskega časa našega produkta). 
 
4.9 Sinteza potencialnih antagonistov TLR8  
 
Po optimizaciji reakcije Suzuki-Miyaura smo se odločili sintetizirati potencialne antagoniste 
TLR8. Kot reaktant smo uporabili 2,4-dikloro-6-(trifluorometil)pirimidin, saj CF3 skupina 
izkazuje pomembno vlogo pri vezavi spojine na receptor.  
 
4.9.1 Sinteza 2-kloro-4-fenil-6-(trifluorometil)pirimidina (1) 
 
V bučko smo zatehtali  2,4-dikloro-6-(trifluorometil)pirimidin (217,0  mg, 1,0 mmol, 1 ekv.) 
in ga raztopili v 7,0 mL 1,4-dioksana, ki je bil vnaprej prepihan z argonom. Dodali smo  
K2CO3 (414,0 mg, 3,0 mmol, 3 ekv.), nato pa fenilboronsko kislino (122,0 mg, 1,0 mmol, 1 
ekv.) in katalizator tetrakis(trifenilfosfin) paladij(0) (35,0 mg, 3 mol % glede na reaktant). 
Reakcijo smo pustili čez noč in zagotovili inertno atmosfero z argonom. Segrevali smo pri 
temperaturi  90 ºC. 
 
 
Slika 15: Sinteza 2-kloro-4-fenil6-(trifluorometil)pirimidina. 
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IUPAC ime 2-kloro-4-fenil-6-(trifluorometil)pirimidin    
 
Molska masa 258,63 g/mol 
Izgled Rumena oljnata snov 
Izkoristek 63 %  
Tališče 49–50 ºC 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,55 
1H NMR  1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ(ppm) 7,49–7,63 (m, 3H), 7,93 (s, 1H), 
8,12–8,15 (m, 2H) 
MS (ESI+) m/z izračunan za C11H6ClF3N2 [M+H]
+ 259,6; izmerjen 259,3 
 
 
4.9.2 Sinteza  2-kloro-4-(furan-3-il)-6-(trifluorometil)pirimidina (2) 
 
V bučko smo zatehtali  2,4-dikloro-6-(trifluorometil)pirimidin (217,0 mg, 1,0 mmol, 1 ekv.) 
in ga raztopili v  7,0 mL 1,4-dioksana,, ki je bil vnaprej prepihan z argonom. Dodali smo  
K2CO3 (414,0 mg, 3,0 mmol, 3 ekv.), nato pa 3-furanboronsko kislino (112,0 mg, 1,0 mmol, 
1 ekv.) in katalizator tetrakis(trifenilfosfin) paladij(0) (35,0 mg, 3 mol % glede na reaktant). 
Reakcijo smo pustili čez noč in zagotovili inertno atmosfero z argonom. Segrevali smo pri 
temperaturi  90 ºC. 
 
Slika 16: Sinteza 2-kloro-4-(furan-3-il)-6-(trifluorometil)pirimidina. 
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IUPAC ime 2-kloro-4-(furan-3-il)-6-(trifluorometil)pirimidin  
 
Molska masa 248,59 g/mol  
Izgled Rumena trdna snov 
Izkoristek 32 % 
Tališče 71–72 ºC 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,78 
1H NMR  1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ(ppm) 7,26 (dd, J1 = 1,9, J2 = 0,8 Hz, 1H), 
7,94 (dd, J1 = 1,9, J2 = 1,5 Hz, 1H), 8,42 (s, 1H), 8,87 (dd, J1 = 1,5, J2 = 0,8 
Hz, 1H) 
MS (ESI+) m/z izračunan za C9H4ClF3N2O [M+H]
+ 249,6; izmerjen 249,5 
 
 
4.9.3 Splošni postopek priprave končnih spojin  
 
Produktu iz 1. stopnje posamezne sinteze 1 oz. 2 smo dodali 10 mL brezvodnega MeCN in 
dodali 1,5 ekv. 2-tiofenilmetilamina. Reakcijsko zmes smo segreli na 70 ºC za 4 ure, nato pa 
jo izvajali na sobni temperaturi čez noč (24h). Sinteza je ves čas potekala v inertni atmosferi 
(prepihovanje z argonom). 
 
 
Slika 17: Splošni postopek priprave končnih spojin. 
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4.9.4 Sinteza končne spojine 4-fenil-N-(tiofen-2-ilmetil)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-
amina (3) 
 
Produktu 1 (162,0 mg, 0,63 mmol, 1 ekv.) smo dodali 2-tiofenilmetilamin (96,5 µL, 0,95 
mmol, 1,5 ekv.) in izvedli sintezo po splošnem postopku priprave končnih spojin. Za izvedbo 
kolonske kromatografije smo uporabili dietileter/petroleter 1:10 (V/V). 
 
 
Slika 18: Sinteza 4-fenil-N-(tiofen-2-ilmetil)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-amina. 
 
IUPAC ime 4-fenil-N-(tiofen-2-ilmetil)-6-
(trifluorometil)pirimidin-2-amin 
 
 
 
Molska masa 335,35 g/mol 
Izgled Beli kristali 
Tališče 73–74 ºC 
Izkoristek 43 % 
TLC Rf (dietileter/petroleter = 1/10, V/V) = 0,31 
NMR  
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ(ppm) 4,65–4,85 (m + m, 2H), 6,95 (dd, 
J1 = 3,4, J2 = 5,1 Hz, 1H), 7,04–7,09 (m, 1H), 7,31–7,36 (m, 1H), 7,52–
7,58 (m, 3H), 7,60 (s, 1H), 8,13–8,33 (m, 2H), 8,43–8,57 (m, 1H) 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 100,95; 120,87 (q, JC-F = 274,3 
Hz); 124,98; 125,58; 126,57; 127,34; 128,91; 131,67; 135,73; 142,83; 
155,79 (m); 162,00; 166,45; signal za CH2 je prekrit s topilom 
HRMS (ESI+) m/z izračunan za C16H13N3F3S [M+H]
+ 336,07768; izmerjen 336,07973 
HPLC tR = 12,097 min, 99,71 %  čistost pri 254 nm (metoda B)   
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4.9.5 Sinteza končne spojine 4-(furan-3-il)-N-(tiofen-2-ilmetil)-6-(trifluorometil) 
pirimidin-2-amin (4) 
 
Produktu 2 (80,0 mg, 0,32 mmol, 1 ekv.) smo dodali 2-tiofenilmetilamin (49,5 µL, 0,48 
mmol, 1,5 ekv.) in izvedli sintezo po splošnem postopku priprave končnih spojin. Za izvedbo 
kolonske kromatografije smo uporabili dietileter/petroleter 1:10 (V/V). 
 
 
Slika 19: Sinteza 4-(furan-3-il)-N-(tiofen-2-ilmetil)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-amina. 
IUPAC ime 4-(furan-3-il)-N-(tiofen-2-ilmetil)-6-
(trifluorometil)pirimidin-2-amin 
 
 
Molska masa 325,31 g/mol 
Izgled Beli kristali 
Tališče 64–65 ºC 
Izkoristek 39 % 
TLC Rf (dietileter/petroleter = 1/10, V/V) = 0,40 
NMR  
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 4,63–4,75 (m + m, 2H), 6,94 
(dd, J1 = 3,4 Hz, J2 = 5,1 Hz, 1H), 7,02–7,09 (m + m, 1H), 7,32–7,35 (m, 
1H), 7,41 (s, 1H), 7,85 (t, J1 = 1,7 Hz, 1H), 8,31–8,48 (m + m, 1H), 8,59–
8,70 (m, 1H) 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 101,16 (m); 108,65 (m); 
120,87 (q, JC-F = 274,1 Hz); 125,00; 125,25; 125,76; 126,50; 142,73 (m); 
145,05; 145,53; 155,79 (q, JC-F = 30,4 Hz); 161,56 (m); 161,92 (m); signal 
za CH2 je prekrit s topilom 
HRMS (ESI+) m/z izračunan za C14H11ON3F3S [M+H]
+ 326,05694; izmerjen 326,05550 
HPLC tR = 11,110 min, 100,0 %  čistost pri 254 nm (metoda B)   
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
5.1 Rezultati in komentar optimizacije parametrov sinteze 2-kloro-4-fenilpirimidina 
 
5.1.1 Izbira optimalnega topila 
 
 
Slika 20: Izkoristek reakcije nastanka 2-kloro-4-fenilpirimidina v odvisnosti od časa za izbrano topilo. 
Opomba: Rezultat za THF (24h) smo odstranili iz grafa, saj je prišlo do izhlapevanja topila in je izkoristek 
presegal 100 %.  
Rezultati so po 24h pokazali najboljši izkoristek reakcije, ki vodi do nastanka 2-kloro-4-
fenilpirimidina (slika 13) pri izopropanolu, DMF, THF (kljub prekomernemu izkoristku 
lahko glede na potek po 1h in 2h predvidevamo visok izkoristek) in 1,4-dioksanu. Precej 
nižji izkoristki so se pokazali pri vodi, MeOH in etilenglikolu. Razlog za takšne rezultate 
se nahaja v sami lastnosti 2,4-dikloropirimidina, ki je precej lipofilna spojina. Če 
pogledamo polarnost posameznih topil iz literature [34], lahko opazimo sledeče:  
Tabela 1: Relativna polarnost posameznega topila. 
Topilo 1,4-dioksan THF DMF izopropanol MeOH etilenglikol voda 
Relativna 
polarnost 
0,164 0,207 0,386 0,546 0,762 0,790 1,000 
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Topila, ki so izkazovala največji izkoristek reakcije, so manj polarna kot topila, pri katerih 
je izkoristek reakcije bil nižji. Rezultati so pokazali, da v našem primeru velja nenapisano 
pravilo topnosti, da se »podobno topi v podobnem«, saj se je 2,4-dikloropirimidin bolje 
raztapljal v manj polarnih topilih, kar pa je najverjetneje privedlo do večjega izkoristka.  
5.1.2 Izbira optimalnega katalizatorja 
 
 
Slika 21: Izkoristek reakcije nastanka 2-kloro-4-fenilpirimidina v odvisnosti od časa za izbran katalizator. 
Pri optimizaciji katalizatorja so se kot najboljši izkazali katalizatorji A, F in H. Po ponovnih 
reakcijah na teh katalizatorjih na večji skali in izolaciji na koloni smo s pomočjo NMR 
analize ugotovili, da katalizator H izkazuje največji izkoristek, kjer smo dobili glede na 
oceno izkoristka na HPLC zelo primerljiv rezultat (produkt je bil skoraj povsem čist), 
medtem ko smo pri katalizatorju A in F dobili nižjo čistost produkta. Predvsem katalizator 
F, ki je na HPLC izkazoval največji izkoristek, se je izkazal kot najmanj primeren, saj je 
bila čistost produkta po izolaciji na koloni le približno 75 %, pri katalizatorju A 85 % in 
pri najoptimalnejšem katalizatorju H 94 %.  
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5.1.3 Optimizacija količine izbranega katalizatorja 
 
 
Slika 22: Izkoristek reakcije nastanka 2-kloro-4-fenilpirimidina v odvisnosti od časa za posamezen delež katalizatorja H. 
 
Optimizacija količine katalizatorja H (tetrakis(trifenilfosfin) paladij(0)) je pokazala, da za 
podobno visok izkoristek reakcije, ki smo ga optimizirali v prvem koraku, pri sami izbiri 
katalizatorja zadošča že 3 mol % katalizatorja glede na reaktant 2,4-dikloropirimidin. Graf 
prikazuje odvisnost izkoristka reakcije od posamezne količine katalizatorja. Lahko trdimo, 
da večji delež katalizatorja pospeši začetek reakcije, saj je izkoristek reakcije po 1h večji, če 
dodamo več katalizatorja. 3 mol % katalizatorja zadošča za uspešen izkoristek reakcije le v 
primeru, da sinteza poteka 24h, vendar tudi pri večji količini katalizatorja (5 mol %) po 1h 
oz. 2h izkoristek še ni optimalen, zato lahko kot končno ugotovitev podamo, da je  optimalen 
čas sinteze 24h, saj le takrat sinteza poteče do konca.   
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5.1.4 Optimizacija temperature reakcije 
 
 
Slika 23: Izkoristek reakcije nastanka 2-kloro-4-fenilpirimidina v odvisnosti od časa pri posamezni temperaturi. 
   
Iz rezultatov na sliki 23 lahko vidimo, da reakcija najoptimalneje poteče pri najvišji 
temperaturi 90 ºC, blizu temperature vrelišča 1,4-dioksana (Tv = 101 ºC). Pri nižjih 
temperaturah reakcija izkazuje počasnejši potek, sam izkoristek pa je tudi po 24h nizek. 
Rezultati sovpadajo s teorijo Arrheniusove enačbe:  
𝑘 = 𝐴𝑒
−𝐸𝑎
 𝑅𝑇  
kjer je k – konstanta reakcijske hitrosti, A – faktor eksponentne enačbe, Ea – aktivacijska 
energija [J/mol], R – splošna plinska konstanta [J/molK] in T – temperatura [K]. 
Enačba nam prikazuje odvisnost konstante reakcijske hitrosti od aktivacijske energije in 
temperature. Iz enačbe je razvidno, da nam hitrost reakcije narašča, če imamo manjšo 
aktivacijsko energijo (ki jo zagotovimo s katalizatorjem) ali naraščanjem temperature. V 
našem primeru smo uporabili enak katalizator pri različni temperaturi, tako da je višja 
temperatura povzročila večjo hitrost reakcije, kar nam potrjujejo tudi rezultati 
eksperimentalnega dela.  
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5.1.5 Vpliv mešanice topil 1,4-dioksan/voda (1:1) na izkoristek reakcije 
 
Vpliv mešanice topil 1,4-dioksan/voda (1:1, V/V) ni vodil do višjega izkoristka. Cilj 
preizkusa je bil predvsem doseči boljšo topnost K2CO3, ki je bil pogosto slabo topen v 
preostalih topilih. Aktivacija boronske kisline z bazo je ključnega pomena v procesu 
transmetalacije, zato je vstop baze v reakcijo nujen. Rezultati so pokazali, da boljša topnost 
K2CO3 v reakciji ne izboljša izkoristka reakcije. Rezultat je najverjetneje posledica prebitka 
baze (3 ekv.), saj se je tudi v slabše topnih topilih raztopi dovolj za optimalen potek sinteze. 
  
5.2 Izkoristek optimizirane metode na sintezi antagonistov TLR8 
 
Metodo Suzuki-Miyaura, ki smo jo optimizirali na 2,4-dikloropirimidinu za sintezo 2-kloro-
4-fenil-pirimidina smo prenesli na 1. stopnjo sinteze potencialnih antagonistov, TLR8 ki 
smo jih pripravili iz 2,4-dikloro-6-(trifluorometil)pirimidina. Optimizirana metoda je 
izkazala podobno visok izkoristek reakcije pri produktu 1, medtem ko je pri produktu 2 bil 
izkoristek skoraj polovico nižji od pričakovanega (pričakovan izkoristek 70–80 % glede na 
optimizacijo). V primeru produkta 2 pa je izkoristek dvakrat nižji najverjetneje posledica 
kisika v furanskem obroču, ki je elektronegativen atom in otežuje vezavo furanskega obroča 
na mesto 4 pirimidinskega obroča.   
Pri  2. stopnji sinteze končnih produktov 3 in 4 lahko povzamemo, da je izkoristek povprečen 
(42,8 % za produkt 3 in 38,5 % za produkt 4) in je neodvisen od uspešnosti oz. izkoristka 
reakcije 1. stopnje optimizirane reakcije Suzuki-Miyaura. Nižjo vrednost izkoristka pri 
produktu 4 zopet lahko pripišemo drugačnemu reaktantu, saj produkt 2 vsebuje furanski 
obroč in ima tako več elektronegativnih atomov kakor produkt 1. 
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5.3  Rezultati in komentar biokemijskega testiranja 
 
Biokemijsko vrednotenje končne spojine 3 je bilo izvedeno na Inštitutu za farmacijo v 
Berlinu, kjer so testiranje izvedli na celični liniji HEK-BlueTM hTLR8. Izvedeni so bili testi 
citotoksičnosti in agonistično ter antagonistično delovanje. Vsi testi so se izvajali v treh 
paralelkah. Biokemijsko vrednotenje končne spojine 4 je še v fazi testiranj. 
Za določitev citotoksičnosti je bil uporabljen MTT test, ki je pokazal, da naša končna spojina 
3 ni citotoksična pri koncentracijah 25 µM ali 50 µM, zato je bila primerna za nadaljnje 
testiranje agonističnega in antagonističnega delovanja.  
Pri preverjanju agonističnega delovanja je bil kot pozitivna kontrola uporabljen TL8-506 kot 
dostopen TLR8 agonist, za negativno kontrolo pa je bil uporabljen DMSO. Agonistično 
delovanja posamezne spojine lahko kvantitativno in kvalitativno ovrednotimo z merjenjem 
optične gostote, kjer uporabimo kolorimetrični substrat QUANTI-BlueTM, saj ta zazna 
sproščeno obliko alkalne fosfataze (SEAP).  
 
TL8-506 ODN 2088 
 
Zaporedje nukleotidov s sekvenco: 
T-C-C-T-G-A-G-C-T-T-G-A-A-G-T 
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Slika 24: Rezultati preliminarnega testa agonističnega delovanja izbrane končne spojine (3). 
 
Rezultati so pokazali, da končna spojina 3 ne izkazuje agonističnega delovanja pri 
koncentraciji 10 µM ali 25 µM. 
Za analizo antagonističnega delovanja pa je kot pozitivna kontrola bil uporabljen ODN 2088, 
ki je komercialno dostopen antagonist, kot negativna kontrola pa DMSO. Končni spojini 3 
v koncentracijah 10 µM in 25 µM ter ODN 2088 (1 µM) je bil nato čez eno uro dodan TL8-
506 (0,6 µM). Po inkubacijski dobi 24 ur z dodanim agonistom je sledila analiza prisotnosti 
SEAP.  
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Slika 25: Rezultati preliminarnega testa antagonističnega delovanja izbrane končne spojine (3). 
 
Rezultati so pokazali, da spojina 3 izkazuje antagonistično delovanje pri obeh izbranih 
koncentracijah. Antagonizem je pri koncentraciji 25 µM višji in primerljiv z ODN 2088, 
hkrati pa pri tej koncentraciji spojina še ni citotoksična. Zaključimo lahko, da končna spojina 
3 pri izmerjenih koncentracijah izraža spodbudno antagonistično delovanje. V nadaljnjih 
študijah bo potrebno določiti še vrednost IC50. 
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6 SKLEP 
 
V prvem obsežnejšem delu magistrske naloge smo uspešno optimizirali reakcijo Suzuki-
Miyaura na 2,4-dikloropirimidinu. Kot najoptimalnejše topilo se je izkazal 1,4-dioksan, pri 
katerem pa dodatek vode ni vodil do večjega izkoristka. Izmed vseh dostopnih katalizatorjev 
je za naš sistem najoptimalnejši tetrakis(trifenilfosfin) paladij(0), pri katerem zadošča že 3 
mol % za podobno enak visok izkoristek reakcije (približno 70 % produkta 2-kloro-4-
fenilpirimidina), kar je izjemnega pomena z industrijskega vidika, saj je zelo pomembna 
cena posameznih surovin, zato je manjša količina uporabljenega katalizatorja ključna. Vse 
sinteze so izkazovale največji možen izkoristek pri najvišji temperaturi (90 ºC) in se sklada 
s teoretičnim ozadjem, hkrati pa še zagotavlja energetsko relativno ugoden proces, kar je 
tudi ena izmed glavnih prednosti Suzuki-Miyaura reakcij.  
Optimizirana metoda je pri sintezi 2-kloro-4-fenil-6-(trifluorometil)pirimidina (1) 
izkazovala zelo podoben izkoristek reakcije, medtem ko je bil izkoristek pri pripravi 2-kloro-
4-(furan-3-il)-6-(trifluorometil)pirimidina (2) nekoliko slabši. Razlog za to je najverjetneje 
prisotnost kisika v furanskem obroču.  
Končni spojini 4-fenil-N-(tiofen-2-ilmetil)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-amin (3) in 4-
(furan-3-il)-N-(tiofen-2-ilmetil)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-amin (4), ki smo jih v drugi 
stopnji pridobili z nukleofilno aromatsko substitucijo z 2-tiofenilmetilaminom, sta bili 
sintetizirani s podobnim izkoristkom. Oba potencialna antagonista TLR8 receptorja smo 
poslali na biokemijsko testiranje. Biokemijsko testi končne spojine 3 so pokazali 
antagonistično delovanje na TLR8, medtem ko je spojina 4 še v fazah testiranja.  
Od treh postavljenih hipotez smo potrdili prvo (dosegli smo visok izkoristek (> 70 %) in 
visoko čistost (> 90 %) produkta 2-kloro-4-fenilpirimidina) in tretjo hipotezo (vsaj ena 
izmed obeh sintetiziranih spojin je izkazovala antagonistično delovanje na TLR8), medtem 
ko smo drugo potrdili le delno (izkoristek reakcije pri 2-kloro-4-fenil-6-
(trifluorometil)pirimidinu (1) je bil zelo podoben izkoristku pri optimizaciji metode, medtem 
ko je bil 2-kloro-4-(furan-3-il)-6-(trifluorometil)pirimidin (2) sintetiziran s slabšim 
izkoristkom). 
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8 PRILOGE 
 
 
Priloga 1: HPLC posameznih standardov (reaktanta in obeh produktov) z dodanim internim 
standardom (IS) pri optimizaciji parametrov Suzuki-Miyaura reakcije na 2,4-dikloropirimidinu 
